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UTILISATION DE PROTEINES D'ENVELOPPE RECOMBIN ANTES POUR LE DIAGNOSTIC DU VIRUS DE LA 
DENGUE. 

L'inventton concerne I'utilisation d'un ou plusieurs po- 
lypeptides ou gtycopeptides issus de la proteine E, pre M, 
NS v NS 3 ou N'S^ de differents serotypes de ftaviviridiae, no- 
tamment de la dengue, et portant ou non a leur extremite 
carboxyiee un residu de 2 a 8 acides amines choisis parmi 
I'histidine, le tryptophane ou la cysteine a la fabrication 
d'une trousse de diagnostic rapide de la determination du 
serotype incrimine dans une infection par le virus de la den- 
gue, et & la nature primaire ou secondare de tadite infection 
specifique des flaviviridiae cornprenant un polypeptide ou 
glycopeptlde eventuellement marque issu de la proteine E, 
pre M, NS^ NS 3 ou NS 5 d'un virus de la famille des flavivi- 
ridiae et des anti-igG, anti-IgM ou antHgA, soit non mar- 
ques, soit marques ou modifies. 
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La presente invention porte sur les moyens cfe differencier lors 
d'une infection par un virus de la famiile des flaviviridiae, notamment par le 
virus de fa dengue, le type serologique du virus incrimine ainsi que I'etat 
primaire ou secondaire de ladite infection. 

Les virus de la dengue sont transmis a I'homme par des 
rnoustiques du genre Aedes. L'Organisation Mondiale de la Sante estime a 
une centaine de millions le nombre d'individus affectes annuellement par la 
dengue et plusieurs dizaines de milliers en meurent, en particulier dans les 
regions intertropicales ou vtvent deux milliards de personnes a risque. Un 
nombre croissant de tourlstes ou d'employes de societes etrangeres 
s'infectent en se rendant dans les pays d'endemicite. Enfin, on compte par 
dizaines de milliers le nombre annuel de francais vivant dans les DOM- 
TOM atteints par cette maladie. 

La maladie, parfois asymptomatique, se caracterise 
generalement par une forte fievre accompagnee de maux de tete, de 
nausees et de douleurs articulaires et musculaires qui s'effacent apres 
quelques jours sans laisser de sequelles. Les symptdmes peuvent dans de 
rares cas s'intensifier pour conduire a des manifestations hemorragiques 
(DHF) dont I'issue peut etre fatale lors d un choc hypovolemique (DSS). 
Les criteres de gravite sont bases sur I'hemoconcentration, [ a 
thrombopenie, puis sur I'insuffisance cardiaque. On assiste actueilement a 
une aggravation des tableaux cliniques avec complications hepatiques et 
neurologiques. L'augmentation du nombre de cas de DHF/DSS, notamment 
chez Jes adultes, pourrait avoir comme denominateur commun I'emergence 
de variants viraux plus virulents, due sans doute en partie a une 
hypertransmission et a une propagation mondiale de I'espece virale. 

L'agent infectieux est le virus de la dengue appartenant a la 
famiile des Ffaviviridae, tout comme le virus de la fievre jaune ou celui de 
Tencephalite japonaise [Monath and Heinz, 1996]. On en connaTt quatre 
serotypes, dengue 1 a 4. Ces virus sont enveloppes et possedent un ARN 
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monocatenaire de 11.000 nucleotides, infectieux, associe a une proteine 
de capside C, Uenvsloppe virale se compose des proteines de membrane 
M et d'enveloppe E. L'ARN viral code pour une polyproteine d'environ 3400 
acides amines qui s' individualise en trois proteines de structure et sept 

5 proteines non structurales NS1 -NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 au 

cours de clivages co- et post-traductionnels par des proteases virales et 
cellulaires. Les proteines prM (precurseur de M), E et NS1 sont produites 
dans le reticulum endoplasmique et sont glycosylees. La fonction de NS1 
au cours de la replication virale n'est pas connue. 

io Les anticorps induits par I'infection virale possedent quatre 

proprietes biologiques qui peuvent etre mesurees in vitro: (1) les anticorps 
specifiques de type, de complexe ou de groupe diriges contre la proteine 
d'enveloppe E assurent la neutralisation du virus; (2) les anticorps anti-NS1 
participent a la cytolyse mediee par le complement; (3) la cytotoxicity a 

15 mediation cellulaire dependante d'anticorps ou ADCC; et (4) la facilitation 

dependante d'anticorps. In vivo, il semblerait que les anticorps specifiques 
du type viral puissent prevenir ou stopper une infection par la neutralisation 
du virus et par lyse des cellules infectees via factivation du complement. La 
dengue hemorragique pourrait etre une consequence d'un phenomene 

20 immunologique mal connu, impliquant sans doute une cascade de 
cytokines liees a Tinduction d'une immunite cellulaire cytotoxique de types 
CD4 + et CD8 + pouvant resulter d'une infection sequentielie par plusieurs 
serotypes. Toutefois, I'apparition de manifestations hemorragiques chez 
des patients primo-infectes sans anticorps opsonisants suggere que 

25 d'autres facteurs comme le fond genetique de rindividu ou la virulence 
particuliere des virus contribuent egalement aux manifestations graves de 
la maladie [Monath and Heinz, 1996], 

It a ete montre par la demande de brevet n° WO 97/18311 que 
des peptides recombinants issus de chaque serotype de flaviviridiae, 
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notamment contre le virus de la dengue, modifies de telle facon que leur 
extr6mite carboxylee substitute par un peptide contenant 2 a 8 histidines 
tryptophanes ou cysteines, et de facon preferentielle 6 histidines, 
constituaient seuls ou en combinaison un excellent antigene 
immunogenique pouvant servir de base a la constitution d'un vjccin 
polyvalent. Ces polypeptides recombinants sont produits preferentiellement 
a partir de cellules d'insectes, produits dans le surnageant. et aisement 
purifies sur colonne comportant un chelateur grace a leur extremite 
histidine Le contenu du texte de cette demande est incorpore dans sa 
totalite par reference dans la presente demande. 

Les membres des flavivirus (fievre jaune, encephaiite japonaise, 
Zika, West Nile, dengue...) ont des sites antigeniques communs, reveles 
par le test d'inhibition ^hemagglutination (IHA) qui forme la base de la 
classrfication de ces virus. Le test de neutralisation, par contre, est plus 
discriminatif et peut etre utilise pour distinguer les virus entre eux et pour 
les classer en sous-groupes de virus voisins. Sur la base de reactions 
croisees a I'aide d'anticorps polyclonaux, les flavivirus ont ete classes en 8 
serocomplexes [Calisher et al., 1989] comprenant 49 virus. Une vingtaine 
de virus n'ont pas d'apparente antigenique specifique suffisante pour 
appartenir a I'un de ces complexes. Cette classification a depuis lors ete 
confirmee par I'analyse comparative des genes codant pour la proteine 
d'enveloppe du virus ou de rextremite 3' non codante de plusieurs virus 
[Marin et al., 1995, Pierre et al.. 1994]. Des sous-types antigeniques ont 
egalement ete determines a I'aide d'anticorps monoclonaux . 

Composante majeure a la surface du virion, la proteine E induit 
des anticorps neutralisants et/ou inhibiteurs de ('hemagglutination et induit 
une immunite protectrice. La majorite des epitopes neutralisants presents 
sur la proteine E sont des epitopes discontinus. 

Une faible activite neutralisante a ete observee avec les 
antico 1 - lonoclonaux diriges contre la proteine prM. La capacite de la 
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proteine prM a induire une immunite protectrice a egalement ete demontree 
chez des souris vaccinees a I'aide de cette proteine. 

La proteine NS1 forme des dimeres dans les cellules infectees 
puis est exprimee a teur surface, mais elle est aussi secretee dans le milieu 
extracetlulaire sous forme hexamerique. Elle induit des anticorps chez ies 
sujets infectes. Chez le singe et la souris vaccines, cette proteine peut 
m6me induire une immunite protectrice, les anticorps specifiques 
intervenant sans doute dans un phenomena d'ADCC. 

Des anticorps anti-NS3 ont ete observes chez les sujets infectes, 
bien que cette proteine ait des fonctions intracellulars (protease, 
helicase, NTPase) associees a sa localisation pres des membranes du 
reticulum endoplasmique. 

La proteine NS5 est la replicase virale et peu d'anticorps 
apparaissent centre cette proteine chez les sujets infectes, 

L'etiologie de la dengue est parfois delicate a affirmer lorsqu'un 
malade presente un syndrome febrile indifferencie type "dengue-like" qui 
peut avoir comme origine un autre arbovirus, des virus provoquant des 
fievres eruptives, la grippe, la leptospirose et meme le paludisme. Seul un 
examen de laboratoire peut apporter le diagnostic. L'isolement du virus par 
culture en cellules de moustiq et son identification sont des methodes 
longues et necessitant un prelevement de sang precoce et conserve a 
temperature voisine de 0°C, La methode RT-PCR n'est pas generalisee et 
demande une grande technicite. 

Les methodes serologiques classiques d'iHA et de fixation du 
complement ont ete remplacees par la technique ELISA de plus grande 
souplesse et plus sensible [Putnak et Henchal, 1990 ; Thongcharoen et aL 
1993]. Plus particulierement, des tests de capture d'anticorps de type MAC- 
EL1SA (pour IgM antibody capture) ou GAC-ELISA (pour IgG antibody 
capture) ont ete developpes pour des diagnostics serologiques de 
(•infection par le virus de la dengue (voir par exemple Kuno et aL, 1991). 



2767324 



5 

Les anticorps de type IgA n'ont pas ete analyses specifiquement dans ces 
tests. 

L'antigene brut utilise est un extrait de cerveau de souriceau 
infecte par les souches de reference de dengue 1 a dengue 4 ou encore 
des lignees cellulaires d'insectes (par exemple moustiques) ou de 
mammiferes infectes par lesdits virus. Dans tous les cas, aucune 
interpretation valable ne pourra etre donnee sur un seul echantillon de 
serum. II faut obligatoirement un deuxieme serum preleve 10 a 15 jours 
apres ie premier echantillon. Un diagnostic de dengue ne pourra alors etre 
avance que s'il y a augmentation du titre en anticorps specifiques. 

La methode de capture d'lgM associee a la methode EL ISA 
permet de detecter les temoins d'une infection active ou recente et de 
confirmer le diagnostic. Les IgM sont produites de facon passagere lors 
des primo-infections comme dans les infections secondaires. Cependant, le 
titre des IgM anti-dengue sont plus eleves lors des reactions primaires que 
des reactions secondaires. Le rapport IgM/IgG est done utilise dans de 
nombreux tests pour differencier une infection primaire d'une infection 
secondare. Cette methode developpee par Kuno et al. (1991), tout comme 
la methode ELISA, n'est pas specifique du serotype en cause, surtout lors 
des reactions secondaires. 

Dans une prih:0-infection, le titre en anticorps s'eleve lentement 
pour atteindre un niveau modeste. Le titre en anticorps est generaiement 
plus efeve pour les antigenes du virus infectant que pour ceux des autres 
flavivirus. Dans les infections secondaires ou chez un sujet prealablement 
vaccine centre la fievre jaune, le titre en anticorps s'eleve rapidement pour 
atteindre des niveaux tre^ eleves et Con observe des reactions croisees 
vis-a-vis d'un large eventail d'antigenes de flavivirus. Le titre en anticorps 
acquis lors de la primo-infection est souvent plus eleve que celui des 
anticorps induits au cours de I'infection secondaire. En consequence, le 
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resuitat serologique ne peut, en tout etat de cause, quetabiir un diagnostic 
de presomption. 

Lors d'une infection primaire, les anticorps de type IgM 
apparaissent des le 5e jour aprfes le debut de la fi6vre et persistent de 3 a 
6 mois, Les anticorps anti-dengue detectes par les tests IHA apparaissent 
vers le 8e-10e jour et persistent durant plusieurs annees. Les anticorps 
neutralisants et ELISA sont decelables des le 6a-8e jour et persistent 
plusieurs dizaines d'annees [Deubel, 1990; Chan et al., 1975]. Lors d'une 
infection secondare, les IgM et les IgG apparaissent plus rapidement, vers 
le deuxieme jour. La cinetique des anticorps de type IgA caique plus ou 
moins ceile des IgM. 

De nombreuses tentatives de fractionnement d'antigenes viraux 
ou ^utilisation de peptides comme sources d'antigenes visant a detecter 
des anticorps specifiques de type ont echoue, par manque de specificite ou 
souvent par manque de sensibility la reponse immunitaire etant largement 
dependante de Thote et de la souche infectante. De plus, Pexistence de 
nombreux epitopes conformationnels £ la surface de la proteine 
d'enveloppe impose I'utilisation d'antigenes dans une conformation 
correcte. 

Aucune methode de diagnostic actuellement decrite ou 
actuellement sur le marche, qu'il s'agisse de test "dot blot" pour la detection 
des IgM mis sur le marche par Venture Technologies Sdn, (Malaisia) ou 
par Integrated Diagnostics, Inc. (1756 Sulphur Spring Road, Baltimore MD 
21227, USA), ou les tests ELISA, capture IgM et IgG et 
immunochromatographie mis au point et commercialises par la societe 
PanBio Pty Ltd (116 lutwyche road, Windsor K-4030 Australia) ou encore le 
test d'immunochromatographie mis sur le marche par Chembio Diagnostic 
Systems, Inc., 3661 Horseblock Road, Medford, NY 11763, USA), ne 
permettent de diagnostiquer avec une fiabilite suffisante le serotype source 
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de I'infection ainsi que le caractere primaire ou secondaire de Nnfection 
(Cardosa 1988, 1991 a, 1991b, 1992, 1993). 

Les antigenes utilises jusqu'a present n'etant pas individualises 
et purifies, il etait impossible de suivre la cinetique des anticorps IgM et 
IgG ou IgA diriges contre la proteine supposee etre la plus immunogene 
tors de ("infection ou de la vaccination par un flaviviridae. 

Le diagnostic de dengue dans une zone d'endemicite forte ou 
circulent plusieurs serotypes doit repondre a plusieurs imperatifs : 

- une exigence technique fondee sur la rapidite, la sensibilite et 
la simplicity pour etre effectuee sur le terrain ou au chevet du malade ; 

- un imperatif de sp^cificite pour typer le virus dans une zone 
endemique pour plusieurs arbovirus comme la dengue et I'encephalite 
japonaise dans le sud-est asiatique ou comme la dengue et la fievre jaune 
en Amerique du sud; 

- une necessite de pouvoir diagnostiquer chez un malade febrile 
une arbovirose par la presence d'lgM ; 

- une possibility de diagnostiquer les IgA dont la cinetique de 
production et ('implication dans la reponse a I'infection et dans la 
pathogenie de la maladie n'ont pas ete caracterisees ; 

- une necessite de distinction entre infections primaire et 
secondaire compte tenu de I'association possible entre une infection 
sequentielle et le risque de DHF. 

Dans la demande de brevet WO 97/18311 citee plus haut, il a 
ete montre que des polypeptides ou glycopeptides des differents serotypes 
issus de la proteine E, preM, NS1, NS3, ou NS5 de flavivtridiae, notamment 
de la dengue, pouvaient constituer d'excellents immunogenes, seuis ou en 
combinais • i, pouvant constituer un vaccin polyvalent contre le virus de la 
dengue. 

La presente invention resulte des etudes realisees avec les 
polypeptides recombinants de I'invention WO 97/18311. Ce polypeptide est 
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aisement purifiable dans la mesure ou il comporte une deletion ayant pour 
avantage de donner naissance a une proteine soluble secretee dans le 
compartiment extracellulaire de structure moleculaire proche sinon 
identique a celle de la proteine native. En outre, ces polypeptides sont 
aisement purifiables du fait qu'ils comportent un residu histidine ayant une 
specificite particuiiere pour les colonnes de metal chelate. 

La purification en grande quantite de ces proteines a permis, 
comme le montrent les experiences d6crites ci-dessous, de montrer que 
ces polypeptides recombinants avaient une specificite de reconnaissance, 
tant pour les IgM que pour les IgG, des serotypes responsables de 
l'infection f sans risquer d'obtentr des reactions croisees avec d'autres virus 

Les IgA detectees egalement tot apres I' infection, montrent le 
meme type de specificite. 

Uinvention porte done sur Putilisation de ces polypeptides ou 
glycopeptides purifies, issus de la proteine E, pre M t HS^ l NS 3 , ou NS 5 de 
differents serotypes de flaviviridiae, dans la fabrication d'une trousse de 
diagnostic de la determination du serotype inch mine dans une infection par 
le virus de la dengue, ainsi qu'a la nature primaire ou secondaire de ladite 
infection. Plus particulierement, les polypeptides ou glycopeptides utilises 
dans Tinvention portent, a leur extremite carboxylee, un residu de 2 a 
8 acides amines choisis parmi mistidine, le tryptophane ou la cysteine. 

Tant pour les flaviviridiae en general que pour les virus de la 
dengue en particuiier t les polypeptides sont issus de !a proteine E des 4 
serotypes 1 , 2, 3, 4 dudit virus, ayant ete deletes de fagon preferentielle de 
70 a 105 acides amines a leur extremite carboxylee. Cette deletion permet, 
lors de la production dans des lignees de dipteres, tfobtenir une production 
par secretion permettant une extraction plus facile. 

Les 4 serotypes les plus repandus et a partir desquels on peut 
construire les polypeptides utilises dans la fabrication d'une trousse de 
diagnostic sont issus des souches FGA/89, JAM/83, PaH/881 et 63/632 



2767324 

9 

respectivement pour les serotypes 1, 2, 3 et 4. Un exempie particulier de 
ces polypeptides sont Ccjux qui comportent une deletion de 100acides 
amines et decrits dans la demande WO 97/18311 . 

La presente invention est egalement relative a une trousse de 
diagnostic de I'etat primaire ou secondaire d'une infection par un ou 
pfusieurs serotypes du virus de la dengue et contenant au moins : 

- un ou pfusieurs polypeptides, peptides ou glycopeptides 
marques ou non issus de la proteine E, pre M, NSi, NS 3 ou NS5 de 
differents serotypes de ffaviviridiae, notamment de la dengue, et purifies, 
par exempie s'ils portent a leur extremite carboxylee un residu de 2 a 8 
acides amines choisis parrni Phistidine, le tryptophane ou la cysteine ; 

- des anticorps anti-fgG marques, ou non, 

- des anticorps anti-fgM marques, ou non, 

- des anticorps antMgA marques ou non. 

Les molecules polypeptidiques ou les anticorps peuvent etre 
utilises en milieu liquide. lis sont preferentiellement fixes sur un support 
solide. Si un test "dot blot' 1 est utilise, les polypeptides ou les anticorps 
seront fixds sur des supports de type nitrocellulose ou polycarbonate. 

Si un test ELISA est utilise, les polypeptides ou les anticorps 
seront fixes sur des supports polypropylene ou polycarbonate. Si un test 
^agglutination est utilise, les polypeptides ou les anticorps seront fixes sur 
des supports type latex. 

Si les polypeptides sont fixes sur le support, les anti-IgG, anti- 
fgA ou anti-IgM seront marques ou modifies. Si ies anti-IgG, antMgA ou 
anti-IgM sont fixes sur un support, les polypeptides seront marques ou 
seront reveles par des anticorps marques ou modifies, specifiques de ces 
polypeptides. 

L'homme du metier saura fixer le polypeptide obtenu et purifie, 
ou les anticorps, sur le support de son choix en fonction du type de test 
qu'il souhaite mettre en oeuvre. La fixation peut etre realisee par 
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adsorption ou peut etre egalernent une fixation covalente, par exemple, par 
T intermediate de liaison carboxy-diimine. Les differents types de fixation 
par liaison covalente ou non de proteine sur les supports pour realiser des 
tests spectfiques sont realises selon les techniques connues de t'homme 
de l art (Johnstone and Thorpe, 1987). 

Une trousse de diagnostic selon I'invention contient des 
anticorps diriges contre des IgG, des IgA ou des IgM de preference 
d'origine humaine afin d'augmenter la specificite et la sensibilite de la 
reaction avec I'antigene, le cas echeant, fixe sur un support solide. Les 
anti-lgG, les anti-tgA et les anti-!gM seront modifies de telle fa?on qu'apres 
avoir reagi simultanement avec les anticorps fixes sur les polypeptides 
specif iques de chacun des serotypes, les produits de la reaction soient 
dGtectes et discrimin6s. Autrement dit, les anticorps anti-IgG, anti-lgA ou 
anti-IgM sont modifies chimiquement de fagon differente de telle maniere 
que les reactions antigene/anticorps humain-anti-anticorps modifie soient 
revelees respectivement par une molecule chimique susceptible d'emettre 
directement ou indirectement par action sur un substrat, un signal qui sera 
specifique de la reaction IgG ou IgA antigene, d'une part, ou IgM antigene, 
d'autre part. 

On entend par antigene n'importe lequel des quatre peptides 
comportant le cas echeant une deletion de 75 a 105 acides amines dans la 
partie carboxyterminale pourvue d'un residu de 2 a 8 acides amines tel que 
decrit ci-dessus, Les antigenes peuvent etre homogenes, c'est-a-dire ne 
concerner qu'un seul serotype, ou heterogenes, c'est-a-dire constitues d'un 
melange d'au moins 2 serotypes viraux. 

Les polypeptides utilises, selon le type d'antigene ou de support, 
pourront etre utilises a des concentrations comprises entre 1 ng/ml et 1 
Mg/ml. 

Le signal specifique permettant de detecter I'existence de fa 
reaction antigene/anticorps ou anticorps-anti-anticorps est un signal de 
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toute nature habituel dans ce type de reaction, a savoir un signal de 
fluorescence, de luminescence, colorimetrique ou radioactif. 

Une methode particuliere de modification chi: nique des anticorps 
ou polypeptides seion I'invention consiste, par exemple a coupler 
chimiquement un groupement biotinyl, qui permet de coupler ensuite toute 
substance Nee a la streptavidine. Le couplage p jut encore etre effectue par 
I'intermediaire de la p-benzoquinone [FR N° 7537392 et brevet americain 
N° 4,925,921]. 

La specificite reactionnelle des trousses de diagnostic 
comportant les antigenes decrits ci-dessus permet d'envisager la 
fabrication de differentes trousses qui peuvent etre, soit des trousses de 
test rapide pour confirmer un diagnostic, soit des trousses de test de 
routine pour realiser des enquetes epidemiologiques. 

De la meme facon, les constructions decrites ci-dessus et 
illustrees par les exemples ci-dessous peuvent 6tre transposees a 
I'expression et a la purification des proteines d'enveloppe E ou d'autres 
polypeptides des virus de t'encephatite japonatse et de la fievre jaune qui, 
a leur tour, pourront servir d'antigenes dans la fabrication d'une trousse de 
diagnostic des infections par ce m&me virus. 

Les exemples ci-dessous, illustres par les figures, montrent les 
performances particulieres des trousses de diagnostic de la presente 
invention. 

La figure 1 represente un western blot des proteines 
d'enveloppe des 4 serotypes du virus de la dengue. L'anticorps monoclonal 
de souris 4G2 decrit dans Am. J. Trop. Med. Hygiene, 1982, n°3, p. 548- 
558 [Gentry et al., 1982] dirige contre un epitope present sur les proteines 
d'enveloppe des quatre serotypes du virus de la dengue a ete utilise pour 
la revelation. Une alternative consiste a utiliser des anticorps polyclonaux 
prepares par hyperimmunisation de souris immunisees par les 4 serotypes 
du virus de la dengue. 
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La figure 2 presente ia reactivite serologique de serum de 
patients ayant presente un epitope febrile de dengue obtenu par "dot blot" 
sur des bandes de nitrocellulose. 

La figure 3 presente la reactivite serologique d'ascites de souris 
hyperimmunisees centre la Dengue 1 (HS1), la Dengue 2 (HS2), la Dengue 
3 (HS3) et la Dengue 4 (HS4) ou de souris non immunisees (NS); vis-a-vis 
des polypeptides d'enveloppe de Dengue 1 (D1), Dengue 2 (D2), Dengue 3 
(D3) et Dengue 4 (D4) dans un test de type "dot blot". C = Controle negatif. 

Exemple 1 - Wise au point d'un test de dot-Blot pour le 
d iagnosti c s erologique de la dengue ; 

Nous avons choisi d'utiliser comme antigene la proteine 
d'enveloppe du virus, la proteine E, qui est ta cible privilegiee de la 
reponse immunitaire humorale protectrice chez I'hote infecte. Nous avons 
fait appel £ la technologie du baculovirus pour la production de la proteine 
E des quatre serotypes du virus de la dengue, Le gene de Ea proteine E a 
ete manipule afin qu'elle ne soit plus retenue dans les membranes 
intracellulaires mais secretee sous forme soluble dans le compartiment 
extracellutaire, de structure moleculaire proche sinon identique a celle de 
la proteine native, et plus purifiable comme le montre le protocole indique 
au point 1.2 ci-dessous. De plus, une sequence d^dhesion a des cations 
metalliques a ete placee a la fin du gene des proteines E, limitant ies 
etapes de purification chromatographique a partir des surnageants 
cellulaires [Staropoli et aL, 1997]. 

1.1. Construction des g^nes de la proteine d'enveloppe 

Les genes de la proteine E des quatre serotypes du virus de la 
dengue ont ete deletes d'une partie de leur sequence correspondant aux 
100 derniers acides amines (A E 100) de la proteine non prejudiciable au 
maintien de sa structure tridimensionnelle necessaire pour la reactivite des 
anticorps neutralisants. Cette deletion a pour avantage de donner 
naissance a une proteine soluble secretee dans le compartiment 
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extraceliulaire, de structure moleculaire proche sinon identique de cede de 
la proteine native, et plus facilement purifiable. 

Les souches de virus de la dengue dont derivent les genes E 
sont cedes presentees dans le tableau 2 de la demande n° WO 97/1831 1 

La preparation des genes t a ete reaiisee par RT/PCR a partir 
des ARN extraits de cellules de moustique Aedes pseudoscutelfaris AP61 
infectees par les differents virus. Une sequence codant pour six residus 
histidines a ete placee a la fin des genes de la proteine d'enveloppe. Les 
baculovirus recombines AcD(1,2,3 ou4)E/E100HisS ont ete obtenus par 
recombinaison homologue dans les cellules Spodoptera frugiperda Sf9 
entre les vecteurs navettes pVLD(1,2,3 ou4)E/E100His6 et le baculovirus 
AcRP23lacZ. Le profil electrophoretique des quatre proteines E 
recombinees correspondant aux virus ae la dengue 2, 3 ou 4 indique une 
masse moleculaire apparente d'environ 50 kDa et de 52 kDa pour la 
dengue 1 (Fig.1). Ces proteines sont gtycosylees et leur masse moleculaire 
diminue d'environ 4 kDa apres traitement aux endoglycosidases. II 
semblerait que les deux sites de N-glycosylation de la proteine E du virus 
de la dengue 1 soient occupes alors qu'un seul des deux sites potentiels le 
soit pour les virus des trois autres serotypes. Les proteines E subissent 
une modification de ieur sucres dans la voie secretaire qui deviennent 
resistants a I'endoglycosidase H sur les proteines extracellulaires 

1 .2. Purification de la proteine E par chromatographie d'affinite 
sur colonne d'ion metallique 

La presence de six residus histidine a I'extremite C-terminale 
tronquee de la proteine d'enveloppe lui confere la propriete de pouvoir se 
fixer sur des cations divalents type Ni ++ ou Co ++ et d"etre purifiee a partir 
de ,urnageants cellulaires en une seule etape. Le groupement histidine 
semble immunologiquement inerte et peut etre maintenu sur la proteine 
purifiee pour les immunisations. L'etape de fixation de la proteine d'interet 
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sur le support cationique est determinante du rendement de purification et 
necessite la recuperation du surnageant cellulaire a un temps approprie 
avant la lyse cellulaire et un traitement approprie pour concentrer la 
proteine et lui preserver son etat natif. Deux methodes de concentration ont 
ete testees, soit par precipitation de la proteine au sulfate d'ammonium a 
40%, soit par ultrafiltration. Ces deux precedes permettent de concentrer la 
proteine d'environ dix fois et necessitent une etape de dialyse pour eliminer 
les ions competiteurs du milieu extracellulaire et apporter a la solution un 
pH et une condition saline compatible avec la chromatographie sur cation 
immobilise. Apres agitation douce de la resine cationique dans la solution 
proteique, la resine est placee dans une colonne de chromatogi phie et 
lavee avec une solution saline. La proteine est eluee de la resine en 
condition non denaturante a I'aide de solution saline contenant 50 mM 
d'imidazole. La proteine eluee presente en general un degre de purete 
superieur a 95%. La proteine est finalement dialysee contre du PBS. 

Les quantites de proteines produites, bien que differentes selon 
le serotype, sont suffisantes pour envisager la production en masse de 
proteines sous-unitaires. 

1.3. Test serologique 

a) avec des souris hyperimmunisees 

Les proteines E pour chaque serotype ont ete calibrees en dot- 
blot [Cardosa et at., 1991 b] par dilutions limites vis-a-vis d'un anticorps 
monoclonal de groupe 4G2. Comme antigene temoin negatif, nous avons 
utilise le meme procede de purification en partant d'un surnageant de 
cellules Sf9 infectees par un baculovirus sauvage. La dilution choisie pour 
cet "antigene temoin negatif est celle correspondant a la moyenne des 
dilutions determinee pour chaque serotype. Les proteines diluees dans du 
PBS sont deposees sur une membrane de nitrocellulose par aspiration a 
I'aide d'un manifold. La concentration d'antigene est determinee par 
dilutions limites vis-a-vis de I'anticorps 4G2 et la dilution choisie pour 
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chaque antigene est deux fois inferieure a celle dormant une reponse 
positive La membrane est sechee pendant 30 minutes a 37°C puis 
preincubee dans du tampon auquel est rajoute 5% de lait ecreme 
deshydrate. Chaque banc lette de nitrocellulose contenant les quatre 
antigenes de dengue et Pantigene temoin est incubee dans une dilution au 
1/40e d'acites de souris hyporimmunisees contre la dengue ou de serum 
de patient dans le tampon d'incubation. Les anticorps sont revetes par des 
anti-IgG de souris ou des anti-IgG, anti-IgA ou anti-IgM humains marques a 
la biotine. La biotine est ensuite captee par de la streptavidine couplee : i la 
phospatase alcaline. L'enzyme est enfin revelee par un substraL 

Le tableau 1 et la Figure 3 indiquent les resultats obtenus 
lorsque les bandelettes de nitrocellulose sont incubees avec les ascites de 
souris. II apparait dans cette experience que : 

- Tascite de souris hyperimmunisee contre la dengue 1 (HS1) reconnait 
seulement Tantigene correspondant (D1) nnais les autres ascites 
reconnaissent a des degres divers tous les antigenes; 

- Tascite de souris non hyperimmunisee (NS) ne reconnaTt pas les 
antigenes de la dengue (D1, D2, D3, D4) et I'antigene prepare a partir de 
baculovirus sauvage (c) n'est pas reconnu par les ascites de souris 
hyperimmunisees contre la dengue. 
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Tableau 1 : Reactivity serologique par "dot-blot" des ascites de souris vis-a- 
vis des proteines d'enveloppe recombinantes des quatre serotypes du virus 
de la dengue. 



Ascites de 

souris D1 

Dengue 1 (HS1) 3T 

Dengue 2 (HS2) 3+ 

Dengue 3 (HS3) 1 + 

Dengue 4 (HS4) 1 + 
Temoin (NS) 



Antigenes 
02 D3 D4 Temoin (c) 



3+ 1 + 2+ 

2+ 1 + 

2+ 1+ 2+ 



b) avec des serums humains 

Nous avons teste 12 paires de serums de patients atteints de 
dengue. Les resultats sont indiques dans ie tableau 2 et dans la figure 2. 
Ce test permet d'avancer certaines remarques : 

- Aucun bruit de fond n'est observe en utilisant des proteines purifiees. 

- Le test "dot-blot" montre des reactions plus specifiques du virus de la 
dengue 1 pour des reactions suspectees primaires de dengue 1 par la 
methode I HA (titre < 320) alors qu'elles sont tetravalentes chez des 
patients presentant une infection sans doute secondaire de dengue 1 ou de 
dengue 3 (IHA>320). 

- Les serums ont ete testes pour la presence d'lgM. Les IgG compettteurs 
ont ete prealablement absorbes sur un produit "absorbant RF" (Behring). 
La reaction se revele positive et specifique du serotype pour les malades 
atteints de Dengue 1 primaire mais fatble ou nulle et non specifique du 
serotype viral chez les malades atteints de Dengue secondaire. 
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Les resultats ce detection des igM sont reportes dans le tableau 3 il 
apparaTt que le diagnostic des IgM est suffisant dans le cas d'une infection 
primaire pour confirmer Tinfection recente et le serotype viraL La sensibilite 
pourra etre ameiior6e car le serum pr6leve en phase aigue de la maladie 
presents un resultat negatif ou faiblement positif (tableau 3). 

Par ailleurs, les serums de patients supposes presenter une dengue 
secondaire ont des taux faibles d'IgM non detectables dans Tetat actuel de 
notre technique. Le faible taux d'IgM dans les reactions secondaire de la 
dengue est un phenomena connu, 

Dans une autre serie de tests ELISA, la presence d'lgA specifique 
de la dengue a ete observee, parallelement a la presence d'IgM, dans les 
serums de patients attaints de dengue. 
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CONCLUSIONS 

Nous avons dernontre qu'il etait possible d'elaborer un test 
rapide de la dengue qui pourrait permettre de differencier, dans !e cas 

s d'une infection par le virus de la dengue, une infection primaire d'une 
infection secondare au meme titre que I1HA ou la seroneutralisatioa 

Les trousses de diagnostic selon invention permettent done 
pour la premiere fois et de fagon surprenante compte tenu qu'il s'agit 
d'antig^nes synthetiques de tester de fa^on specifique le serum des 

10 patients lors d'infection primaire. 

En outre, ce test permet de rechercher la specificite d'lgM ou 
d'lgA dont la presence a ete revelee dans un test classique de MAC ELISA. 

D'autres techniques simples et rapides utilisees dans certains 
laboratoires pour le diagnostic des flaviviridae et en particulier du virus de 

is de la dengue ou d'autres virus (hemolyse radiale, agglutination, inhibition 
de ['agglutination, immunochematographie etc..) [Thongcharoen, et al, 
1993 ; Henchal et Putnak, 1990, Cardosa, 1991, 1992] sont directement 
transposables aux proteines natives purifiees, recombinantes ou aux 
peptides synthetiques. 

20 Les avantages pressentis dans ['utilisation de polypeptides 

recombinants, de proteines natives ou naturelles ou de peptides 
synth6tiques comme, dans ce test, la proline d'envetoppe sont : 

- 1'etude des cinetiques d'apparition des anticorps de type !gG, 

IgA et IgM, 

25 - le faible taux ou I'absence de reactions croisees entre les virus 

du meme groupe par ['utilisation d'antigenes natifs et purifies, 

- I'absence de fausses reactions positives rencontrees lors de 
('utilisation d'extraits cellulaires ou de surnageants cellulaires bruts. 

30 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un ou plusieurs polypeptides ou glycosides 
punfies issus de Ja proteine E, preM, N Sll NS 3 ou NS5, de differents 
serotypes de flaviviridiae, notamment de .a dengue, a la fabrication d'une 
trousse de diagnostic de la determination du serotype incrimine dans une 
infection et a !a nature primaire ou secondaire de ladite infection. 

2. Utilisation selon la revendication 1 caracterisee en ce que fe 
ou les polypeptides ou glycopepudes purifies portent a ,eur extremite 
carboxy.ee un residu de 2 a 8 . .... . choisis parmi ,'histidine, le 

tryptophane ou la cysteine. 

3. Utilisation selon la , - , caracterisee en ce que les 
. peptides sent issus * .„ pro ,eine E des Huatr9 s6 , otypes au vjrus ^ 

la l ,-,ont «, deletes de 70 a 1 05 aoides amines a ieur extremite 
carbox/lee. 

4 Utilisation selon la revendication 3 caracterisee en ce que les 
polypeptides sont issus de la proteine E des souches FGA/89, JAM/83 
pah 881 et 63632 respectivement pc, jr les serotypes 1 , 2, 3 et 4. 

5. Utilisation selon les revendications precedentes caracterisee 
en ce que les polypeptides sont solubles ou fixes sur un support solide 
apte a etre utilise dans un test serologique, ledit test etant choisi parmi les 
tests ELISA, DOT-BLOT, inhibition de I'hemag.utination, hemolyse radia.e, 
agglutination, immunochromatographie. 

6. Trousse de diagnostic de I'etat primaire ou secondaire 
d'mfection par un ou plusieurs serotypes du virus de la Dengue, 
caracterisee en ce qu'ef le contient au moins : 

- un ou plusieurs polypeptides ou glycopeptides issus de la proteine E 
pre M, NS„ NS 3 ou NS 5 de differents serotypes de flaviviridiae. notammeni 
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cle la dengue, et portant a leur extremite carboxyiee un residu de 2 a 8 
acides amines choisis parmi Thistidine, le tryptophane ou la cysteine ; 

- des anticorps anti-IgG marques ou modifies ; 

- des anticorps anti-lgM marques ou modifies ; 

- des anticorps antMgA marques ou modifies, 

7. Trousse selon la revendication 6 caracterisee en ce que fes 
polypeptides ou les anticorps sent fixes sur un support solide ou solubles. 

8. Trousse selon Tune des revendications 6 ou 7 caracterisee en 
ce que les polypeptides sont issus de la prot6ine E des quatre serotypes et 
ont ete deletes de 70 a 105 acides amines a leur extremite carboxyl6e. 

9. Trousse selon Tune des revendications 6 a 8 caracterisee en 
ce que le ou les polypeptides ou glycopeptides sont marques et les 
anticorps anti-IgG, anti-lgM et anti IgA sont non marques. 

10. Trousse selon Tune des revendications 6 a 9 caracterisee en 
ce que les IgG, les IgA et les IgM sont des immunoglobulines humaines ou 
animates. 

11. Trousse selon Tune des revendications 6 a 10 caracterisee 
en ce que les anticorps anti-IgG, anti-lgA et anti-lgM sont modifies de telle 
fa$on que des reactions simultanees des IgG, des IgA et des IgM sur les 
polypeptides, le cas echeant fixes sur un support solide, soient detectees 
et discriminees. 

12. Trousse selon la revendication 1 1 caracterisee en ce que 
les anti-IgG, les anti-lgA et anti-lgM sont modifiees chimiquement, et les 
reactions sont revelees respectivement par une molecule chimiqu^ 
susceptible d'emettre directement, ou indirectement par action sur un 
substrat, un signal specifique. 

13. Trousse selon la revendication 12 caracterisee en ce que le 
signal est un signal de fluoresceine, luminescence, colorirnetrique, 
radioactif. 
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14. Antigene purifie specifique des flaviviridiae comprenant 
un polypeptide ou glycopeptide marque issu de la proteine E, pre M, NS,, 
NS 3 ou NS 5 d'un virus de la famille des flaviviridiae 
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